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研究成果の概要（和文）：神経障害はしばしばアロディニア（触刺激、温度刺激でも痛みと感じる症状）等を誘
発する。本研究では下歯槽神経切断モデルにおいて、主に侵害受容情報を中枢に伝える歯髄に刺激を行い、島皮
質の応答を検討した。広い視野で神経活動を観察する膜電位感受性色素を用いた光学計測法では、興奮伝播の増
大が観察された。個々のニューロンの活動性を記録できる2光子励起顕微鏡によるカルシウム・イメージング法
では、興奮性だけでなく抑制性ニューロンの応答性が増強していることが観察された。これらのことから、侵害
受容情報処理をする神経回路に可塑的な変化が誘発されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nerve injury could be causing neuropathic pain, such as allodynia and 
hyperalgesia. In this study, we examined the insular cortex in an inferior alveolar nerve 
transection animal model and observed responses to electrical stimulation of the dental pulps which 
primarily transmit nociceptive information to the central nervous system. Optical imaging with a 
voltage-sensitive dye in the insular cortex revealed enhanced excitatory propagation at the 
macroscopic level. At the cellular level, calcium imaging using two-photon microscopy revealed 
enhanced responses in not only excitatory neurons but also inhibitory neurons. These results suggest
 that plastic changes of the local circuits of the cerebral cortex including the insular cortex 
might contribute to the enhancement.

研究分野： 神経科学

キーワード： 2光子励起顕微鏡　カルシウム・イメージング　侵害刺激　下歯槽神経切断モデル　光学計測法　膜電位
感受性色素　異所性疼痛
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経障害はアロディニアや痛覚過敏等を誘発することが知られている。本研究では、下歯槽神経切断モデルでは
疼痛の処理に関わる島皮質で、侵害刺激を受けた時の興奮伝播が、実際に増大していることが明らかとなった。
また、その根底にあるメカニズムとして、単に大脳皮質で興奮性ニューロンの活動性が上がっているだけでな
く、神経活動を抑制するはずの抑制性ニューロンの活動性も上がっていることが観察された。これらのことは、
神経活動を抑制する機構を含めて何らかの可塑的変化が島皮質を含む大脳皮質の局所回路で起こっていることを
示しており、今後、治療ターゲット候補となる可能性が考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
神経障害性疼痛では、侵害受容神経の異常な興奮状態が継続し、軽い接触や温度刺激で痛み

を感じる状態のアロディニア（異痛症）や痛覚過敏等の症状を呈し、危険を回避するという、
痛みの本来の意義からは大きく外れた状態となる。しばしば難治性となり、そのようなケース
では日常生活で絶えず誘発される痛みによる苦痛が重積し、著しい Quality of life（QOL）の
低下を招く。神経障害性疼痛の治療として、薬物をはじめ、幅広い治療方法が試みられている
が、十分な除痛・鎮痛効果が得られないことも多く、治療方法確立のためにも、神経障害性疼
痛の病態解明が求められている。また、近年、新しい治療方法としてニューロモデュレーショ
ン療法が臨床応用され除痛効果が確認されてきているが、メカニズムはほとんど解明されてお
らず適応が限られている。そこで、本研究では、(1)神経障害性疼痛は侵害受容情報を処理する
島皮質領域にどのような影響をもたらしているのか、(2)温度感覚を受容した時に、その情報は
大脳皮質のどの領域において処理されているのか、(3)ニューロモデュレーション療法は神経障
害性疼痛モデルにおいて大脳皮質の情報処理を変化させるのかを検討した。 
 
２．研究の目的 
(1)神経障害性疼痛モデルにおける島皮質の侵害受容情報処理 
 ラットでは三叉神経から分かれる下顎神経の枝の下歯槽神経を切断すると、支配領域の麻痺
だけでなく、上顎神経の支配領域となる口髭部皮膚に異所性のアロディニアが発症することが
行動学的検討等から知られている。本研究では、神経障害によって発症する異常疼痛に大脳皮
質がどのように関与するのかを明らかにする目的で、異所性疼痛を誘発する下歯槽神経切断モ
デル（IANX）を作製し、最終的に侵害受容情報処理を行う大脳皮質において侵害刺激に対する
応答性がどのように変化しているのかを検討した。 
 
(2)温度感覚に関わる情報処理部位の検索 
 神経障害は普通であれば冷たいと感じるような刺激に対して痛いと感じるようなアロディニ
アを誘発することが知られている。温度感覚情報を処理する脳部位として、positron emission 
tomography（PET）、fMRI を用いた検討から島皮質が候補に挙がっている（Craig et al., 2000; 
Olausson et al., 2005; Guest et al., 2007）が、不明な点が多い。そこで、顎顔面領域に温
度刺激を行った際の体性感覚野、島皮質の応答性を検討した。 
 
(3)ニューロモデュレーション療法による疼痛緩和時の大脳皮質応答性 
 ニューロモデュレーション療法による電気刺激は中断してもしばらくその効果が持続するこ
とから、神経活動の可塑的変化が推測されている。そこで、神経障害性疼痛モデルを作製し、
ニューロモデュレーション療法を行い、末梢の刺激に対する大脳皮質の応答性が変化するのか
否かを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)神経障害性疼痛モデルにおける島皮質の侵害受容情報処理 
 全身麻酔下で下歯槽神経を切断したラットを IANX 群、下歯槽神経を露出させただけのラット
を Sham 群とした。手術後、IANX 群では 1週間後、2週間後、4週間後、Sham 群では 1週間後と
4週間後に島皮質と体性感覚野を含む領域を全身麻酔下で開窓し、膜電位感受性色素を負荷後、
光学計測システム（Brainvision 社製，東京）を用いて、応答を記録した。歯髄は主に侵害受
容情報を伝達する Aδ線維と C 線維で構成されている。これに着目し、本研究ではより純粋な
侵害受容刺激となる上顎臼歯歯髄電気刺激を行い、大脳皮質の応答性を検討した。 
後述するように IANX 群では 1週間後に著明な応答の増大が認められ、その根底にあるニュー

ロン活動を解明する目的で、1 週間後に着目して続く検討を行った。実験には興奮性、抑制性
ニューロンを区別するため、抑制性ニューロンに Venus 蛍光タンパクを発現した遺伝子改変動
物となる VGAT-Venus ラットを用いた。2光子励起顕微鏡によるカルシウム・イメージング法に
よる個々の興奮性、抑制性ニューロンが上顎臼歯歯髄刺激に対して示す応答を記録した。 
 
(2)温度感覚に関わる情報処理部位の検索 
 温度刺激に応答する部位を検索する目的で、興奮性ニューロンにカルシウム感受性タンパク
の GCaMP6s を発現した遺伝子改変マウスにウレタン麻酔を行い、舌に温度プローブによる刺激
を行い、実体顕微鏡に設置した CCD カメラを用いて広い視野で応答を観察した。また、舌に電
気刺激を行い島皮質で応答が認められた領域において、舌に温度プローブによる刺激を行った
時のニューロン活動を 2光子励起顕微鏡によるカルシウム・イメージング法により記録した。 
鼻腔粘膜が空気の流れを感受する際に、温度は重要な役割を果たすことが報告されている

（Tsubone, 1989）。そこで圧搾した空気をラットの鼻腔内に吹き付けた時の皮質応答を、膜電
位感受性色素を使った光学計測法で記録した。また、TRPM8 受容体を活性化することで冷感覚
を誘発する l-menthol を加えた空気による刺激を鼻腔内に行い皮質応答の変化を検討した。 
 
 (3)ニューロモデュレーション療法による疼痛緩和時の大脳皮質応答性 
 後肢を刺激した時の体性感覚野の応答が、脊椎に沿わせて挿入した電極を介してニューロモ



デュレーションを行うことで変調するかを検討した。神経障害性疼痛モデルとして坐骨神経損
傷モデルを作製し、電極を挿入したがニューロモデュレーション療法を行わなかった（Sham）
群を対照として、電気刺激を行ったニューロモデュレーション群と比較した。ラットの後肢に
電気刺激を行い一次体性感覚野における反応を、膜電位感受性色素による光学計測法によって
空時間的に記録した。 
 
４．研究成果 
(1)神経障害性疼痛モデルにおける島皮質の侵害受容情報処理機構 
①膜電位感受性色素を用いた光学計測法の結果 
結果の概要を図 1に示す。 

 下歯槽神経切断から 1週間後では上顎臼歯歯髄刺激に対する大脳皮質の応答が増大していた。
また、応答面積の増大は切断後 2週間まで継続していた。これらのことから、下歯槽神経切断
は、侵害刺激に対する大脳皮質の応答性を増大させることが示された。 
 
②2光子励起顕微鏡を用いたカルシウム・イメージング法の結果 
 膜電位感受性色素を用いた光学計測法では個々のニューロン活動の実体が不明なままである。
そこで、2 光子励起顕微鏡によるカルシウム・イメージングを行い、上顎臼歯歯髄刺激に対す
る個々のニューロンの応答を観察した。その結果の概要を図 2に示す。 

 
図 1 上顎臼歯歯髄刺激に対する皮質応答 A，応答例（C，尾側；D，背側；R，吻側； V，腹側） B，初期応答
部位における蛍光輝度の経時変化 矢印は刺激のタイミングを示す。 C，最大応答の大きさの比較 D，最大応答
時の面積の大きさ *p < 0.017, **p < 0.01, Mann–Whitney U test（〔雑誌論文〕①Fujita et al., 2019 の図を改変） 

 
図 2 上顎臼歯歯髄電気刺激で誘発される神経応答 A，興奮性、抑制性ニューロンの分別方法 実験には抑制ニュ
ーロンに Venus 蛍光タンパクを発現した遺伝子改変ラットを用いた。Venus 蛍光を発現したニューロンをイメージ
ング後（左）、カルシウム指示薬の OGB-488 とアストロサイトマーカーの SR-101 を注入した（中央）。実験終了後
にこれらの像をマージし興奮性、抑制性ニューロンを分別した（右）。 B，Sham 群の応答例 C，下歯槽神経切断
1 週間後の応答例 D，最大応答の大きさの比較 *** p < 0.001, Kolmogorov–Smirnov test E，応答が認められた
興奮性ニューロン、抑制性ニューロンの割合 *** p < 0.001, χ2 test F，応答の持続時間（蛍光強度がベースライ
ンの SD 値の 2 倍を上回っていた時間）* p < 0.05, Mann–Whitney U test.（〔雑誌論文〕①Fujita et al., 2019 の図
を改変） 



 IANX 群では興奮性、抑制いずれのニューロンも、上顎臼歯歯髄刺激が誘発する蛍光強度変化
率が有意に上昇していた。また、応答するニューロンの割合も IANX 群で興奮性、抑制性いずれ
のニューロンタイプでも増大していた。興奮性ニューロンでは蛍光強度が上昇している時間が
有意に延長していた。すなわち、IANX 群では、興奮性、抑制性ニューロンのいずれもが侵害刺
激に対する応答性が増大していた。抑制性ニューロンの活動性が増大し、かつ刺激に応答して
いるニューロン割合が倍近く増加しているにも関わらず、興奮性ニューロンの活動性が増大し
ていることから、抑制性ニューロンが興奮性ニューロンにかけている抑制の低下が考えられた。 
 
(2)温度感覚に関わる情報処理部位の検索 
①GCaMP6s マウスを用いたイメージング検討の結果 
GCaMP6s はニューロン活動に伴う輝度変化率が非常

に高くかつ持続的という特性を有するため、温度プロ
ーブによる速いとは言い難い温度刺激に対する応答を
記録するのに最適と予想し、マクロ的視野で光学計測
法を行った。しかしながら、実際には大脳皮質の自発
的な活動に伴う輝度変化が非常に大きく（Kozberg et 
al., 2016；自発活動は成長とともに増加する）光学計
測で明らかな応答を検出するには至らなかった。一方
で電気刺激のような応答のタイミングが揃う刺激に対
しては GCaMP6s で応答が観察できたため、GCaMP6s を
利用したマクロ的イメージングで検出できる応答には
技術的な限界があると考えられた。 
そこで、舌に電気刺激を行った際に島皮質で認めら

れる領域を同定し、2 光子励起顕微鏡によるカルシウ
ム・イメージングで温度変化に合わせて活動するニュ
ーロンを検索した。その結果、島皮質の尾側部で温度
変化に同期してカルシウム蛍光の輝度が変化するニュ
ーロンが認められた（図 3）。しかしながら、絶対数と
してわずかであり、この部位が温度中枢であるという
確信には至らなかった。応答性を示すニューロンの数
が少ない原因として、以下の可能性が考えられた。今
回、2 光子励起顕微鏡によるカルシウム・イメージン
グは広い範囲を検索するために一定の深さ（表層から 200 μm）で行っており、記録していな
い深さのニューロンが実は重要な役割を果たしている可能性が否定できない。そこで、現在、
深さ方向の幅を広げて記録するための手法を今年度からの研究課題として検討しているところ
である。一方で、温度情報処理に島皮質の寄与がそもそも小さい可能性も否定できず、これら
の可能性を踏まえて今後さらに検討を重ねていきたい。 
 

②ラットにおける膜電位感受性色素を用いた光学計測法の結果 
 上述のように温度プローブによるイメージングでは、温度情報を処理する脳部位を明確にす
ることは困難であった。鼻腔の空気の流れを受容する篩骨神経の活動性はその温度によって大
きく影響を受けることが報告されている（Tsubone, 1989）。そこで圧搾した空気をラットの鼻
腔内に吹き付けた時の皮質応答を、膜電位感受性色素を使った光学計測法によって記録した。
また、冷感覚を増強する l-menthol を加えた空気刺激を鼻腔内に行い皮質応答の変化および島
皮質に対する興奮伝播を検討した（図 4）。 

 鼻腔粘膜に対する空気刺激によって、島皮質の背側に位置する体性感覚野から応答が始まり、
周囲に興奮伝播した。また、l-menthol を添加することによって、初期応答部位における
amplitude の増大および応答領域の拡大が認められた。一部のラットでは腹側に存在する島皮
質の尾側部分に向かう興奮伝播を認めた。これらの結果から、島皮質の関与は否定できないも
のの、体性感覚野における温度情報処理に着目した検討も、今後必要と考えられた。 

 
図 3 2 光子励起顕微鏡を用いた観察野
（上）と温度刺激時のカルシウム蛍光の輝
度変化の例（下） 

 
図 4 鼻腔粘膜に対する空気刺激および l-menthol 添加による影響 A，応答部位の同定に用いた MCA（中大脳動
脈）と RF（嗅溝）の位置関係 B，空気刺激によって誘発される初期応答の部位 C，l-menthol の添加による初期
応答部位における amplitude の増大 D，応答領域の重ね合わせ 10 例中 5 例以上で応答が認められる範囲を実線
で示している。 E，l-menthol の添加による応答面積の増大 *p < 0.05, **p < 0.01, paired t test（〔雑誌論文〕②
Fujita et al., 2019 の図を改変） 



(3)ニューロモデュレーション療法による疼痛緩和時の大脳皮質応答性 
坐骨神経損傷モデルに

おける疼痛評価として、後
肢に対する刺激応答性を
記録した（図 5）。 
その結果、ニューロモデ

ュレーションを行った群
では後肢刺激によって大
脳皮質体性感覚野に誘発
される応答の amplitude
は減少傾向を示し、応答面
積は減少する（p < 0.05）
ことが示された。この結果
から、ニューロモデュレーション療法によって侵害刺激が誘発する大脳皮質の応答は低下する
ことが示唆された。今後、大脳皮質に可塑的変化が誘発されていないか、また、顎顔面部の侵
害受容情報は今回刺激した脊髄を介さないため、中継核に対して応用できないかについて検討
する必要があると考えられる。 
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図 5 ニューロモデュレーションを行った時（右）と行わなかった時（左）の
左側後肢電気刺激に対する右側頭頂部における観察例 波形は輝度変化の経
時変化（黒）と刺激のタイミング（赤）を示している。 
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